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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
茶 は、農 産物 のなかで もそ の品質に よ り価格差 が著 しく大 きい。従 って、 その品質
を的確 に評価す るこ とは、公正 な売 買において 重要 とされ る ものの、現在 に至 るまで
そ の評価 は主 として味 覚や嗅覚 ・視覚等 官能評価 に依 存 す る ものであ った。 い っぽ う
で、半世紀 以上に も及 ぶ茶品質の科学 的研 究 の結 果、化 学成分 と品質や味 との関係が
明 らかにされて きた。すなわ ち茶 の苦 渋味 には茶 タ ンニ ン とも呼ばれ るカテ キ ン類が
寄与 し、 主要 カテキ ン類 と しては(一)一epigallooatechingallate(EGCg)、(一)・epigallocatechin
(EGC)、(一)一epicateching記alte(ECg)、(一)一epicatechin(EC)があ げ られ る。 また茶 の うま
味 には遊 離ア ミノ酸 が寄与 す ると考 え られ 、 ア ミノ酸 の中で も50%以 上は テアニ ン
(the㎜ine)と呼ば れ る茶 特有 の ア ミノ酸 で 占め られ て い る。 さ らに、上 級茶 ほ どテ
アニ ンな どのア ミノ酸 の含 量が高い こ とも明 らかに され てい る。 また、カ フェイ ンは
苦味 を示 す とともに、 中枢神 経興奮作用 を示 す ことか ら品質上重要 な成 分であ る。ア
スコル ビン酸 は茶 を長期保存 す る と含量 が低 下 す るこ とか ら、鮮度 の指標 と して重要
であ る。 これ ら品質成分 の分析手法 も確 立 されつ つあ るが、 比色分析法 や高速液体 ク
ロマ トグ ラフ ィ(HPLC)など従 来 の化 学分析 法 を用 い る限 り、 必要 とされ る時 間 と
操作性 に問題が あ り、茶 の製 造や流通 の現場で 品質評価 に用 い るこ とは困難で あ る。
そ こで、従来 の手 法 をよ り迅速 ・簡便化 し、分析作業 の効 率化 を図 ることを目的にキ
ャ ピラ リー電気泳 動法 とバ イオセ ンサー 法の導入 を行い、 茶 の品質評価 のため の新規
分析 法の開発 を試 みた。
第2章 キャ ピラ リー 電気泳動法 を利用 した茶 の品質成分 分析法 の開発
茶 の品質 と関連 の深い成分 と して、 カテキ ン類、 カ フ ェイ ン、 さ らにテアニ ンを初
め と した遊離 ア ミノ酸類、 アス コル ビン酸が あげ られ る。従来 の化学分析 では これ ら
の成 分 を個別 の方法で分析 す る必要が あったが、 この よ うな分析作業 には多大 の労 力
と時間 を要 した。そ こで、 キ ャピラ リー 電気泳 動法 を導 入 し、 これ らの成 分 を同時分
析 す るこ とによ り、 分析作業 の効 率化 ・迅速化 をはかった。
また、茶 にシュ ウ酸等 の有機 酸が含 まれ るこ とは知 られ て いたが、その味や健康へ
の影響 につ いて、ほ とん ど議 論 されて こなか った。 そ こで シュ ウ酸 な どの右機酸 とう
ま味 を示 すア ミノ酸で あるアスパ ラギ ン酸、 グル タ ミン酸 をキ ャピラ リー電気泳 動法
に よ り同時分析 す る手法 を開発 した。
2-1キ ャピラ リー電気泳動法 に よる茶主要 品質成分 の分析
茶 の品質成 分 として重 要性 が認 め られて いるテ アニ ン、カ フ ェイ ン、 アス コル ビン
酸、及び カテキ ン類 につ いて、 キャ ピラ リー電気 泳動法 に よる定量 を試 みた。 ホ ウ酸
緩衝液 を電気泳 動液 としたキ ャピラ リー ゾー ン電気泳 動法 と し、200㎜で検 出す るこ
とによ り、茶 浸出液 中の主要カテ キ ン類 の分離 に成 功 した。 さ らにテアニ ン、 アスコ
ル ビン酸 との同時分析 も可能 とな った。
しか しなが ら、電荷 を持た ないカ フェイ ンについて は、試料 中の有機 溶媒 の影 響 を
受 けや すか った。そ こで、 ミセル動電 クロマ トグ ラフィーの要 素 も組 み入れ、電 気泳
動液 に ドデシル硫 酸ナ トリウム を添加 す ることに よ り、カ フェイ ンの分離 を改善 した。
さ らに検 出波 長で あ る200nmにお け る吸光度 が低 く、定 量 が困難 であ ったア スコル
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ビン酸 につ いて は、 ダ イオー ドア レイ検 出器 を用 いて第二 の検 出波 長 と して270面
を設定 す る こ とに よ り、 これ ら多成 分 の同時定量 が可能 にな った(図1)。 茶 の浸 出
液 につ いて は希釈 す るだけで分析 が可能であ った。茶葉 中に存在す る各成 分の含有量
を測定 する場合 には、2%メ タ リン酸 とエ タノールの等量混合 液 を抽 出に用い、 この
抽 出液 を水 で10倍 以上 に希釈 すれ ば よい こ とを明 ら・かに した。この ような方法 を用
いれ ば、一 度 の抽 出で主要成 分 が同時分析で き るだけで な く、 分析 に要 す る時間 も1
試料 あた り20分 程度 と従来 法 と比べ て短 いため、時 間 と労力 は大 幅に節減 で きる。
さ らに、本 手法で は抽 出液 が数十 μ1あ れ ば主要成 分 の同時分析 が可能で あ る。従
って、 チ ャの葉や心 が1枚 あれ ば主要成 分の分析値 を得 るこ とが可能 とな り、 今後 茶
の生理研 究 な どへの応用 も期待 され る。
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図1キ ャ ピラ リー 電気 泳 動法 に よ る主 要 茶成分 の分析
1:テアニ ン,2:カフ ェイ ン,3:E㏄,4:EC,5:EGCg,6:ECg,7:アス コル ビン酸.
分 析条 件
電 気 泳 動液:pH8.2,50mMホウ酸,10mMリ ン酸 水 素ニ ナ トリウム,50血Mド デ シル硫 酸 ナ
トリウ ム,10%メ タ ノール.
キ ャ ピラ リー管:内 径0.075㎜*全 長570㎜.印 加 電圧:25kV.
キ ャ ピラ リー 管温 度:20℃,注 入:5秒 間高圧 注入.検 出波長:200㎜ 及び270㎜.
試 料調 製
250mgの粉 末 化 した煎 茶葉 を25ml容メス フラス コに秤 量 し,こ れ に抽 出液(2%メ タ リン酸
:エ タ ノール(体 積 比1:1))を加 え て室温 で30分 間振 と う抽 出 した.上 澄 み を水 で10倍
希釈 し,メ ンブ レ ンフ ィル ター を通 した もの を試料 と した.
2-2茶 中の有機 酸 の分析 とそれ らの品質への寄与
茶の主要 有機酸 であ るシ ュウ酸、 リン ゴ酸 、 クエ ン酸 、キナ酸 と茶 の うま味に関係
す る と考 え られ てい る酸性 ア ミノ酸 であ るグル タ ミン酸、アスパ ラギ ン酸 を同時 に10
分 間で分 析 す るキ ャ ピラ リー ゾー ン電 気泳 動法 を開発 した(図2)。 これは、 クロム
酸 塩 を泳 動液 と して イ ンダイ レク ト法で検 出 して いる。茶葉 に含 まれ る金属 イオ ンの
影 響は、電 気泳 動液 と試料 液 の双方 にエチ レンジア ミン四酢酸ナ トリウム を添加 す る
こ とによ り除 去 した 。分析 に要 す る時間 もキャ ピラ リー管 の洗浄 を含 めて も10分 程
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度で あ り、他 の分析手法 に比べて短か った。
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図2キ ャ ピ ラ リー 電気 泳動 法 に よ る煎 茶 浸 出液 中の 有機 酸 及 び酸性 ア ミノ酸 の分析
1:シュ ウ酸,2:クエ ン酸,3:リ ンゴ酸,4:アス パ ラ ギ ン酸,5:グルタ ミン酸,6:キナ酸.
分 析条 件 ・
電気泳 動 液:10mMク ロム酸 ナ トリウム,OJmMエ チ レ ンジア ミン四酢 酸 ナ トリウム,0.5mM
テ トラデ シル トリメチ ル ア ンモニ ウ ム プロ ミ ド.
キ ャ ピラ リー 管:内 径0.075㎜*全 長570㎜.印 加 電圧1-20kV.
キ ャ ピラ リー 管温 度:20℃.注 入:5秒 間高圧 注 入,検 出波 長:254㎜.
試 料調 製
3gの 煎茶 葉 を180m1の沸騰 水 で3分 間抽 出 し、 濾液 に終 濃 度0.25mMにな る ようエ チ レンジ
ア ミン四酢 酸 ナ トリウム を加 えて5倍 希釈,メ ン ブレ ン フィル ター を通 した もの を試料 と した,
この方法 を用 い るこ とによ り、 シュ ウ酸が茶 のあ と味 に影 響す るこ と、 また クエ ン
酸 にシ ュウ酸の味 を抑制す る作 用の あ ること、硬 水で入れ た茶が濁 るのは茶 中のシュ
ウ酸 が関与す るこ とな どを明 らか に し、有機 酸類 の 品質成 分 として の重 要性 を初 めて
示 した。 さ らに、 グル タ ミン酸/ア スパ ラギ ン酸比 は通 常の茶では 一定 の範 囲に収 ま
るので、グル タ ミン酸 ナ トリウム等 で味付 けされた茶 の判 別に も、本法は応用 で きる。
第3章 酵素反応 を利 用 した茶 品質成 分 の簡 易迅速分析 法の開発
第2章 で はキ ャピラ リー電気泳 動法の利用 につ いて述べたが、大 規模 な工場 や分析
施 設 には導入 可能 であ った として も、一般 の茶工場 や農協 に まで導入 す ることは、現
状で は経済 的に もまた操作 性 の面か らも困難 であ る。そ こで、 多成 分 を同時に分析 す
るこ とはで きな くとも、 よ り簡易 で扱 いやすい装 置の開発が望 まれ る。バ イオセ ンサ
ー は、 小型 ・軽量化 す るこ とが可能で、 特殊 な試 薬を必要 と しない点 で現 場での分析
に最 適であ る。そ こで、本章 では、主要 な茶成 分 の分析 にバ イオセ ンサ ー法 を導入 し
た。なお、現場で の分析 を指 向す るため、いずれ の場合 も、試料調製 については抽 出
と濾過 の操作 以外 はほ とん ど必要 と しないシステ ム とした。
3-1パ イオセ ンサ ー法 に よる茶浸 出液 中カテ キ ン類 の迅 速分析
カテ キン類 は苦 渋味 に関与 し茶の重 要 な品質成 分で あ る。カテ キン類 を簡易 に分析
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す るには、 ポ リフェ ノール オキ シダー ゼの利 用が考 え られ る。ポ リフェノールオ キシ
ダーゼ は多 くの植物 組織 に認 め られ るので、入手容易 な野菜 ・果実類 のなかか らゴボ
ウを選 択 し、 ゴボ ウ組織 と酸 素電極 を組み合 わせ たセ ンサー を調製 した(図3)。 ゴ
ボ ウ組織 中の ポ リフ ェノール オ キシダーゼが、 カテキ ン類 を酸化 する際 に酸素が消 費
され るので、酸 素電極 によ り酸素濃度 を測定 す る ことに よ り、 カテ キ ン類 濃度 を測定
す るものであ る。操作 は、酢 酸緩衝液 を流 して酸 素濃度・を示 す電流値 が一定に なった
後 に、酢酸緩衝 液 の代わ りに、茶浸 出液 を緩衝 液で希釈 した試料液 を流 すだけで ある。
本 セ ンサーは、 精製 され たポ リフェノールオ キシダーゼ を用 いた酵 素セ ンサー に比べ
て、格段 に安定 性 に優 れ、 カテ キ ン類 セ ンサー と して利用 で きる最初 の もので あ る。
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図3ゴ ボウ組織 を用いたカテキン類セ ンサー
A:空気(流 速2mレmh1),S:酢酸緩衝液(pH6.0,0,IM)または緩衝液で希釈 した茶浸 出液試
料(流 速2溜 ㎞),P:ペリスタポ ンプ,F:フローセル,Oe:酸素電極,Bs:厚さ0。2㎜程度に
スライス した ゴボ ウ組織,Ps:ポテ ンシ ョスタ ヅ ト(印 加電圧一〇.7V),R;レコー ダー,W:廃
液,Wb:恒 温水槽(25℃).
*Sか ら緩衝液 を送液 し電流値が安定 した後,Sを 茶浸出液試料 を緩衝液で希釈 した液 に
交換 し,ゴ ボ ウ組織 中のポ リフェノールオキシダーゼによるカテキン類の酸化に伴 う酸素
濃度の低下を酸素電極で検 出す る。
一方、 カテ キ ン類 の 中で も渋味 の強い のは、EGCgに代表 さ るエステル型 カテキ ン
類 と呼 ばれ る成 分 であ る。エ ステル型 カテキ ン類か ら、酵素 タ ンナーゼの作用 に よ り、
没食子酸 が遊離 す る。 そ こで タ ンナーゼ を固定化 したガ ラス ビー ズを詰 めたカ ラム と
pH-ISFET(イオ ン感 応性 電界効 果型 トラ ンジス ター)電 極 を組み合 わせ た フローイ ン
ジ ェク シ ョン分 析 システ ム を開発 した(図4)。 エステ ル型 カテ キ ン類 か ら没食 子酸
が遊 離す る際 のpHの 低下 を、pH-ISFET電極 で測定す る ものであ る。本法での試料 あ
た りの分析 時 間は3分 で、HPLCを用 いた分析 に対 して10分 の1以 下 に時間が短縮
され た。各種 茶浸 出液 について本 システ ムで得 られた結果 と高速液体 クロマ トグラフ
ィを用い たエステル 型 カテ キン類分析値 の間には高い相 関がみ られた。本 システムに
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おい ては、茶 自身 に 由来 するpH変 化 の影 響 を受 けない よう、pH補 正 を行 うた めの
ISFET・pH電極 を組 み入れたのが特徴 であ る。
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図4エ ステ ル型 カテ キ ン類分 析 用 フロー イ ンジ ェ クシ ョンシス テ ム
D:蒸留水,B:緩 衝液(10mMフ タル酸 緩 衝液,pH55),P:ペリス タポ ンプ(流 速 各0.35mymin),
Dp;ダンパ ー;Vlイ ンジ ェクシ ョ ンバ ル ブ(サ ンプルル ー プ0.1皿1),C:コイ ル,
T:タンナー ゼ 固定化 ガラス ビー ズ を詰 め たカ ラム(内 径1㎜*20㎜),
A:アル ブ ミンを 固定 化 したダ ミー カ ラム(サ イズ はTと 同 じ),F:pH-ISFET電極,
Re:比較 電極,M:pHメ ータ ー本体,R:レ コーダ ー,W:廃 液.
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図5γ 一ア ミノ酪酸 測 定 用 フロー イ ン ジ ェク シ ョ ンシステ ム
D:蒸留 水,B:緩衝 液(pH8.0,100mMトリス緩 衝 液,400n1M硫酸 ナ トリウム,1mMNADPH+,
5mM2一オ キソ グル タル酸,2血Mメ ル カ プ トエ タノー ル),P:ポンプ(流 速0.2mVmin),
1:インジ ェ クシ ョ ンバル ブ(サ ン プル ル ー プ0.02m1),Gc:GABAse固定 化 ガ ラス ビー ズ を詰 め た
リア クター(内 径1㎜*100㎜),Oc:肌C用C18充 填剤 を1吉め たカ ラム(内 径4.6㎜*
10mm),A:酢酸(1%),Pplペリス タポ ン プ(流 速0.2畑/min),
Fd:蛍光検 出器(励 起 波長360㎜,検 出波 長460㎜),In:インテ グ レー タ,0:HPLC用カ ラ ムオー
ブ ン(30℃),W:廃 液.
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3-2バ イオセ ンサー法 に よる茶浸 出液 中遊離 ア ミノ酸 の迅速 分析
γ・ア ミノ酪酸(GABA)含 量 を高 め た茶 に血圧 上昇 を抑制 す る作 用 が認 め られ 、
すで にギ ャバ ロ ン茶 と して市販 され てい る。有効成分 であ るGABAを ア ミノ酸分析
法 によ り評価 す るに は、高価格 な装 置 と分析時 間を必要 とす るため、GABAを簡便 に
測定 す る手法 の開発 が求め られ る。そ こで、酵素GABAseを固定化 したカ ラム を用 い
て、NADPHの生 成 に伴 う蛍光 を検 出す るフローイ ンジ ェクシ ョン法 を開発 した(図
5)。本 法にお け る酵素反 応 は次 式に従い、 ギャバ ロン茶抽 出液 中のGABA濃 度 を4
分で分析 で きた。
GABA+2-oxGglutarate+H20+NADP+一succinate+glutamate+MADPH+H+
本法 は、GABAを 測 定対象 と した最初 のセ ンサー であ り、 また茶 自身に 由来す る蛍光
を分 離す るた め、 フローイ ンジ ェクシ ョンの流路 にHPLC用のC18充填剤 を詰め た ミ
ニ カ ラム を接続 す るな どの新 しい試み がな されてい る。
テアニ ンな どの遊 離 ア ミノ酸 は茶 の うま味 に関与 し、最 も重 要な品質成分で あ る。
そ こで、遊離 ア ミノ酸 の簡易分析 の ため、L一ア ミノ酸 オ キシダーゼ固定化膜 と酸 素電
極 を組み合 わせ たア ミノ酸セ ンサ を作製 した。原理 は、L一ア ミノ酸 オキ シダー ゼに よ7
って茶試料 中の ア ミノ酸 が酸化 され るこ とに ともな う酸 素の減 少を酸素電極で測定 す
る もので あ る。 このセ ンサーは テアニ ンやアルギニ ンな ど高 品質の茶に多 く含 まれ る
ア ミノ酸 に応 答す る傾 向があ り、本 セ ンサー の分析値 は茶の品質や価格 を反 映 した。
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図6全 ア ミノ酸 、 グル タ ミン酸 同時分析 用 フロー イ ンジェ クシ ョンシステ ム
D:蒸留水(流 速0.7mレm血),B:緩衝 液(pH6.4,1/15Mリン酸 緩衝液,流 速2.7mymin),
P:ペリス タ ボ ンプ,V:イ ンジ ェクシ ョンバル ブ(サ ンプルル ー プ0.1ml),Sg:グル タ ミン酸
セ ンサ ー(酸 素電 極 とグル タ ミン酸 オ キシ ダー ゼ 固定化 膜 よ りな る.),Sa;アミノ酸 セ ンサー
(酸素電 極 とL一ア ミノ酸 オ キ シダー ゼ 固定 化膜 よ りな る.),0:HPLC用カ ラ ムオー ブ ン(30。C),
R:レコー ダー,W:廃 液.
さ らに測定 の迅 速化 と高 感度化 をめ ざ し、 フロー イ ンジ ェクシ ョン法化 した。本セ
ンサー を、同様 の原 理で作 成 した グル タ ミン酸 セ ンサ ー と組 み合わせ るこ とに よ り、
茶 浸 出液 をそ の まま注 入 し、2分 以 内にア ミノ酸 とグルタ ミン酸が 同時 に分析 で きる
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システ ム を開発 した(図6)。 ア ミノ酸セ ンサ ー は高 品質 な茶 にお いて応 答 が高 く、
また、本 システムでは、 うま味 の強 いア ミノ酸 で あるグル タ ミン酸の濃度 も同時 に分 『
析 で きた。本 システムは茶の品質や うま味の迅速 な評価 に用 い るこ とがで きる。
第4章 総括
茶の 品質評価 を迅速化す るため、 ふたつ の方向か らア プローチ した 。ひ とつ はキ ャ
ピラ リー電気泳 動法 を用いた方法で、1試 料 あた り10～20分 間で、 多成 分の 同時分
析 が可能で あ る。本法 は、分析 の迅 速化 ・省 力化 に寄与 し、 さ らに1枚 の葉 な どのよ
うな少量 の試料 に も対応で きる手法 で あ る。 また、 この方法 に・よ り有機 酸 の重要性が
認 識 され るな どの研究成果 も上 がって きてい る。 しか しなが ら、現在 の ところまだ分
析 装置 が高価 で、 取 り扱い に多 少の化 学 的知 識が 必要な点 に問題 点 が残 る。従 って、
この方法 の利用 は当面、大規模 な製 茶工場 や茶流通業 者、分析施 設 な どに とどま るで
あ ろう。も うひ とつ の方法 は、バ イオセ ンサー法 を利 用 した もので、1～2成 分 につ
いて数分 ～10分 以 内 とい う迅速 な分析 が可能で あ った。 しか もこれ らの方法で は、
操 作が簡便 なため、 よ り現場 に適用 しや すい手法 とい える。ただ普及 す るには、 装置
の小型化 と酵素膜 あ るいは酵素 カラムな どの安定 で廉価 な供 給が必 須で ある。
ここで開発 した手法が研究現 場か ら流 通の現場 におい て、 特徴 を活 か して適切 に利
用 され、高 品質な茶 の生産や適正 な流通 に役 立て られ るこ とを願 って やまない。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
茶の品質評価は現在専門家の味覚 ・嗅覚 ・視覚等の官能に依存 してお り,数値 として表せず客観的
でないという欠点がある。最近,客 観的数値化のためにHPLC法の評価への導入が検討され始めた
が分析に時間を要することと,感度に問題があることが新たな問題 として浮かび上がった。本研究は
これらの問題点を克服する目的で,キ ャピラリー電気泳動およびバイオセソサーを導入 し,高感度 。
迅速,且 つ再現性に優れた分析法を開発 し,茶の新 しい品質評価法を確立することを目的 として行な
われた ものである。それ故,論 文審査は従来法およびHPLC法と本研究によって開発された方法と
の比較 に重点を置いて行った。
1,キ ャピラリー電気泳動法に関する審査:
従来個別に化学分析法で定量されていたカテキソ類,カフェイソ,遊離アミソ 酸,アスコルビン酸,
シュウ酸,ク エン酸等を短時間に高感度で同時分析する方法を開発 した点を高 く評価 した。更に,本
分析法を用いることにより初めて 「有機酸類の品質成分としての重要性」を明らかにしたこと,グル
タミン酸ナ トリウムなどで味付けされた茶と天然茶 との判別法を開発 したこと,な ど新 しい事実を見
出 した点をも高 く評価 した。本分析法は茶葉1枚,茶 芯一本で品質の情報を得ることが出来 る高感度
迅速品質評価法であるが,キ ャピラリー電気泳動装置は一般の茶工場や農協に導入することは,経済
的にもまた操作性の面からも問題があるので,茶の品質評価専用の簡易なキャピラリー電気泳動装置
の開発が今後の研究課題であると指摘 した。本分析法は茶の品質評価にも適用出来るが,む しろ茶の
品質改良研究のために有用であるとの評価を行なった。
2,バ イオセンサー法に関する審査:
本研究により開発されたフローイソジェクシ ョソーバイオセンサー検出分析法はカルボソ酸,ア ミ
ノ酸等の個別定量は出来ないのでキャピラリー電気泳動法に比べると得られる情報は少ないが,カ テ
キソ類,γ一アミノ酪(GABA),グルタミン酸,テ アニン等の総量を簡便かつ選択的に定量する方法
であるので茶の品質評価のためには十分であると評価 した。更に,キ ャピラリー電気泳動法で問題 と
なった普及性を本研究で克服した点を高 く評価 した。本分析法は茶の品質評価そのものに適 しており
今後の普及が期待されるとの評価を行なった。
以上,本 研究は茶の新 しい評価法を開発.したものであり,初期の目的を十分に達成 している。 よっ
て,審 査員一同は,本論文は博士(農 学)の 学位を授与するに値すると判定 した。
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